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RESUMO 
 
 Os biomas Caatinga e Cerrado correspondem a fontes interessantes a obtenção de 
microrganismos com aplicação biotecnológica, uma vez que possuem habitats com 
características únicas, podendo apresentar condições não moderadas ao desenvolvimento de 
vida, e habitats considerados como importantes fontes de recursos biológicos. Neste contexto, 
actinomicetos do solo e rizosfera da Caatinga e fungos endofíticos de amostras de plantas do 
Cerrado, foram isolados e avaliados quanto à atividade de enzimas ligninolíticas atraentes no 
contexto do incremento à produção de bio-etanol celulósico, via aumento da digestibilidade de 
matéria-prima lignocelulósica. Com base em análises qualitativas baseadas na detecção ou 
ausência das atividades de enzimas denominadas como Dye decolorizing peroxidases (DYPs) 
foi possível a seleção de microrganismos, fungos e actinomicetos, os quais seguiram à ensaios 
para a quantificação da atividade enzimática de lacases, determinada mediante o uso dos 
substratos siringaldazina e guaiacol. O isolado fúngico BRA-2 e o actinomiceto AC118 foram 
os microrganismos chave detectados como potenciais produtores das enzimas investigadas, nas 
condições avaliadas. Condições ótimas para a detecção e quantificação das máximas atividades 
enzimáticas desses isolados microbianos foram avaliadas frente a diferentes temperaturas, 
faixas de pH e salinidades. Como resultados, observou-se que o actinomiceto AC118 
apresentou aumento constante da atividade enzimática, quando avaliado sob temperatura 
ambiente (25 ºC), pH 9 e NaCl 5 M. Quando o mesmo microrganismo foi avaliado à 
temperatura de 65 ºC, pH 7 e NaCl 1 M, também observou-se atividade de lacase ascendente. 
Dessa maneira, o isolado AC118, proveniente de amostras de rizosfera, coletadas na caatinga, 
foi selecionado, pelo presente estudo, como um organismo promissor para a investigação mais 
aprofundada e expressão de enzimas ligninolíticas, preferencialmente da classe das lacases, 
buscando-se a aplicação futura de sistemas capazes de promover a quebra de materiais 
lignocelulósicos, possibilitando o aproveitamento de toda o resíduo sólido (bagaço) disponível 
a partir da produção atual de etanol no território brasileiro.  
Palavras-chave: Bio-etanol, Triagens, Dye Peroxidases, Guaiacol, Lacases.   
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ABSTRACT 
 
 Caatinga and Cerrado biomes are interesting sources of microorganisms with 
biotechnological applications, since they have habitats with unique characteristics, as well 
they can present not moderate conditions to the development of ecosystems, and habitats as 
important sources of biological resources. In this context, the actinomycetes from Caatinga 
soil and rhizosphere and the endophytic fungi of Cerrado samples were isolated and evaluated 
for the activity of ligninolytic enzymes, not attracted by the growth of cellulosic bioethanol 
production, by increasing the digestibility of the raw material, cousin lignocellulosic 
premium. Based on qualitative applications in the detection and without the activities of 
enzymes known as Dye decolorizing peroxidases (DYPs), it was possible to select 
microorganisms, actinomycetes and endophytic fungi which were monitored by 
quantification of enzymatic activity of laccases, using syringaldazine and guaiacol as 
substrates. The isolates BRA-2 (a fungus) and AC118 (an actinomycete) were the detected 
as potential producers of the investigated enzymes under the evaluated conditions. The 
optimal conditions for the detection and quantification of the ligninolytic enzymes were 
evaluated under different temperatures, pH ranges and salinities. For the actinomycete 
AC118 it was observed the best enzymatic performance, at room temperature (25 ° C), pH 9 
and  NaCl 5M. When the same microorganism was subjected to the temperature of 65 ° C, 
pH 7 and NaCl 1 M, an ascending laccase activity was also observed. In this way, the isolate 
AC118, from rhizosphere samples collected in the caatinga, was selected, by the present 
study, as a promising organism for the further investigation and expression of ligninolytic 
enzymes. It is important to mention that the present study, preferably investigated the class 
of laccases, seeking the application future of systems capable of promoting the breakdown of 
lignocellulosic materials, making possible the use of all the solid residue (bagasse) available 
from the current ethanol production in the Brazilian territory.  
Keywords: Bioethanol, Screenings, Dye Peroxidases, Guaiacol, Laccases.  
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1. INTRODUÇÃO 
Com o passar do tempo, diversas ferramentas foram desenvolvidas e novas tecnologias 
aprimoradas, a fim de contribuir com a melhoria na qualidade de vida, e também com a 
preservação do meio ambiente, de forma que por meio de técnicas capazes de promover uma 
produção sustentável, tornou-se possível equacionar de maneira consciente o consumo de 
recursos naturais e seu descarte sem comprometê-los futuramente. Nesse contexto, está inserido 
o termo “Desenvolvimento Sustentável”, o qual fora muito discutido ao levantar a proposta de 
conciliação entre o crescimento econômico e a preservação do meio ambiente, até então pouco 
considerada, levando-se em conta o demasiado crescimento demográfico da população e a 
posterior necessidade de produção em larga escala, porém este ideal passou a ser imprescindível 
para a evolução da sociedade, ao surgirem diversas problemáticas ambientais como 
consequência do modo de vida vigente no mundo.  
Sendo assim, em 1970 durante a conferência da Organização das Nações Unidas (ONU) 
em Estocolmo, esse termo foi apontado pela primeira vez, porém sendo consagrado apenas em 
1987 com o relatório “Nosso Futuro Comum”, conhecido como relatório Bruntland, publicado 
pela Comissão Mundial sobre o Meio Ambiente e Desenvolvimento, estabelecendo 
desenvolvimento sustentável como uma nova alternativa de interação da sociedade com o meio 
ambiente (POTT, 2017). Tal documento foi postulado representando a aplicação prática da 
melhoria na qualidade de vida da geração presente, satisfazendo suas necessidades, sem gerar 
comprometimento à satisfação das necessidades das gerações futuras, ao passo em que há 
respeito a capacidade de produção dos recursos naturais pelos ecossistemas (MIKHAILOVA, 
2004).  
De acordo com Veiga (2015), o desenvolvimento sustentável seria o grande desafio do 
século XXI, sendo fundamental a quantificação do desenvolvimento, o qual se inicia por meio 
da expansão das liberdades substantivas dos indivíduos, e também da medição da 
sustentabilidade, através de indicadores voltados a dimensão ambiental, para que possa haver 
então a consolidação da proposta apresentada em conjunto com novas alternativas favoráveis 
ao crescimento econômico e ao meio ambiente.  
Após a compreensão da importância de uma relação harmoniosa entre os seres humanos 
e o meio ao qual estão inseridos, diversas técnicas e políticas passaram a ser desenvolvidas 
visando garantir o progresso sem ocasionar grandes impactos ao ambiente, de forma que a 
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sustentabilidade na produção de biocombustíveis surgiu como uma alternativa viável, 
correspondendo a parte de tais expectativas.  
De acordo com a Agência Natural do Petróleo, Gás Natural e Biocombustíveis (ANP), 
os biocombustíveis correspondem a uma fonte renovável de energia, derivada de biomassa, 
com capacidade para substituir total ou parcialmente outros combustíveis oriundos do gás 
natural ou petróleo, para uso em motores a combustão ou outras formas de geração de energia, 
de modo que por serem biodegradáveis não geram demasiados impactos ao ambiente (ANP, 
2016).  
Assim, a produção em larga escala desses biocombustíveis, pode ocorrer via 
aproveitamento da matéria orgânica, como a cana-de-açúcar, por meio do processo de 
fermentação para obtenção da biomassa renovável, como o etanol, podendo este procedimento 
ser aprimorado com o uso de novas técnicas, como a biotecnologia, a qual parte do uso de 
agentes microbiológicos, sendo envolvidas não somente na aplicação do processo de geração 
da biomassa, como também nas atividades relacionadas ao bagaço gerado (SILVA et al., 2012).  
Com o início da microbiologia, a partir das primeiras observações descritas por Antony 
Van Leeuwenhoek  e Robert Hook acerca dos microrganismos, envolvendo bactérias, fungos 
entre outros, tornou-se possível o estudo destes, partindo da análise de suas estruturas e formas, 
tipos de reprodução e também da compreensão de suas fisiologias e metabolismos, permitindo 
apontar não somente quais seriam as suas funções e efeitos no meio ao qual estão inseridos, 
como também poder usufruir de maneira positiva destas aplicações. Dentre a vasta gama de 
organismos microscópicos existentes destacam-se as bactérias e os fungos, de forma que ambos 
apresentam grande importância para o meio ambiente e os seres humanos, podendo contribuir 
nas indústrias químicas, farmacêuticas, de alimentos e também na agricultura, a partir do 
conhecimento sobre suas estruturas e aplicações (VIEIRA, 2012).   
Apesar destes microrganismos possuírem uma vasta gama de possibilidades de atuação, 
quando associados ao uso de tecnologias, tais seres vivos podem apresentar ainda mais 
contribuições, principalmente no âmbito do desenvolvimento sustentável, por meio de áreas 
como a geração de energia, a biorremediação ou da prevenção da poluição ambiental. Conforme 
apontado em relatório de Manejo Ambientalmente Saudável da Biotecnologia, na conferência 
das Nações Unidas sobre meio ambiente e desenvolvimento, a biotecnologia pode contribuir 
para a conservação dos recursos naturais através de técnicas ex situ, seguindo uma série de áreas 
fundamentadas em princípios determinados no estabelecimento de mecanismos de capacitação 
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adequados, além da aplicação sustentável da biotecnologia, sendo estas: a) Aumento da  
disponibilidade de alimentos, forragens e matérias-primas renováveis; b) Melhoria da saúde 
humana; c) Aumento da proteção do meio ambiente; d) Aumento da segurança e 
desenvolvimento de mecanismos de cooperação internacional; e) Estabelecimento de 
mecanismos de capacitação para o desenvolvimento e a aplicação ambientalmente saudável de 
biotecnologia (AGENDA 21, 1989).  
Infelizmente, dentre a vasta diversidade de agentes microbiológicos existentes, poucos 
deles são descritos no âmbito biotecnológico, entretanto, essa pequena parte já desvendada 
possui grande significado quanto à sua aplicabilidade (SEBASTIANES, 2010). Nesse contexto, 
encontram-se as actinobactérias ou actinomicetos, presentes no ambiente Caatinga. A 
microbiota presente nesse habitat podem constituir importantes arsenais metabólicos e 
enzimáticos, com habilidades únicas, as quais podem vir a atuar sob condições reacionais pouco 
convencionais, ou mesmo extremas. Cerrado, um ambiente também prevalente no território 
brasileiro, também pode vir a constituir habitat chave na busca por eficientes sistemas 
biocatalistas de eficiência industrial, onde fungos endofíticos, especificamente, poderão ser 
fontes biológicas para a obtenção de compostos bioativos, com versatilidade ainda pouco 
explorada, passíveis de aplicação para a produção sustentável de bens, tais como o bioetanol 
celulósico.  
 Assim, o presente trabalho desenvolvido foi concebido com o intuito de promover a 
investigação da atividade ligninolítica de actinomicetos oriundos do bioma Caatinga, e de 
fungos endofíticos provindos do Cerrado, buscando suas contribuições como agentes 
microbiológicos para a produção sustentável de combustíveis, associada ao uso de tecnologias 
viáveis e de baixo custo, baseadas no reaproveitamento da biomassa vegetal. Como objetivo 
pessoal, visou-se contribuir para o desenvolvimento sustentável, favorecendo a criação de uma 
relação harmoniosa entre o meio ambiente e o crescimento econômico da sociedade.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1 Biomas Caatinga e Cerrado 
A Caatinga corresponde a um bioma exclusivo do Brasil, com características únicas, 
localizado na região nordeste, ocupando aproximadamente 844.453 Km² (IBGE, 2004), de 
forma que apesar de sua grande importância para o país, o mesmo sofre com grandes perdas 
ocasionadas devido ao desmatamento pulverizado, implicando em danos à conservação da 
biodiversidade local. De acordo com o Ministério de Meio Ambiente (MMA), o bioma 
Caatinga compreende cerca de 11% do território nacional, passando por 10 Estados, 
abrangendo Alagoas, Bahia, Ceará, Maranhão, Pernambuco, Paraíba, Rio Grande do Norte, 
Piauí, Sergipe e o norte de Minas Gerais. Engloba uma rica biodiversidade de fauna e flora, a 
qual favorece a sobrevivência dos residentes nessas áreas e a promoção do desenvolvimento 
econômico por meio dos serviços ecossistêmicos (MMA, 2012).   
Seus índices pluviométricos são muito baixos, e irregulares, conferindo à Caatinga uma 
fisionomia de deserto com longos períodos de seca durante o ano e concentração das chuvas 
apenas nos primeiros meses. Além do clima quente e seco, o bioma também é submetido a 
ventos fortes, os quais também contribuem para a aridez da paisagem (SAMPAIO, et al., 2002). 
De acordo com a Associação Caatinga (2011) este bioma apresenta um solo caracterizado por 
ser pedregoso e raso, o que dificulta a infiltração de água, sendo a vegetação de porte baixo, 
composto por arbustos e cactáceas.   
Por constituir ambiente de vasta biodiversidade devido à sua localização e 
características ambientais, incluindo situações de elevada temperatura, salinidade, escassez de 
nutrientes, variações de pH e até mesmo baixa oxigenação, a caatinga pode ser considerada 
como uma possível área para o estudo de microrganismos extremófilos, ou seja, seres 
microscópicos capazes de sobreviver a estes ambientes, o que os torna industrialmente 
interessantes quanto à sua aplicação (SATYANARAYANA et al., 2005).   
  
 
 
 
 
a) b) 
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Figura 1 – Imagens ilustrativas do Bioma Caatinga. (a) Árvores e arbustos da vegetação nativa. 
Fonte: Nogueira, 2015. (b) Paisagem com solo predominante. (Fonte: Costackz, 2013). 
Devido à variedade de espécies vegetais presentes na Caatinga, muitas delas endêmicas, 
torna-se imprescindível uma relação sustentável com a pesquisa e a exploração de seus recursos 
para fins comerciais, a fim de favorecer não somente a preservação e conservação dos mesmos, 
como também contribuir com o desenvolvimento de produtos farmacêuticos, alimentícios, 
bioquímicos, entre outros. Sendo assim, a expansão de Unidades de Conservação (UC’S), 
Áreas de Proteção Ambiental (APA’S), e as suas respectivas fiscalizações para o cumprimento 
da lei é de extrema importância, visto que atualmente, apenas uma pequena porção deste bioma 
se encontra protegido (MMA, 2012).  
Segundo o Prof. Dr. Itamar Soares de Melo, “este bioma, apesar de sua enorme riqueza 
em espécies e ambientes, ainda possui pouquíssimos dados quanto a microbiota presente, de 
forma que por se caracterizar pelos extremos em temperatura, estresse hídrico e intensa radiação 
solar, tais circunstâncias permitem a busca por novas enzimas e substâncias bioativas para as 
mais variadas aplicações biotecnológicas”. Sendo assim, pesquisas estruturadas em função 
desta busca, surgem visando a coleta, para monitoramento e análise de aplicabilidade 
biotecnológica, de vários microrganismos presentes na Caatinga, dentres eles bactérias, 
actinobactérias, leveduras, dentre outros (EMBRAPA, 2011).  
Tratando-se acerca de outro ambiente, também objeto do presente estudo, de acordo 
com o Ministério de Meio Ambiente (MMA), o Cerrado corresponde ao segundo maior bioma 
da América do Sul, com cerca de 2 milhões de km2, incidindo principalmente sobre a região 
Centro-Oeste, mas também sobre as regiões Norte, Nordeste e Sudeste, e incluindo em seu 
território nascentes de três bacias hidrográficas, as quais contribuem para o desenvovimento 
das diversas espécies de fauna e flora locais, uma vez que é reconhecido como a savana mais 
rica em biodiversidade no mundo (MMA, 2011).  
Com predominância de clima tropical sazonal e de radiação solar intensa, esse bioma 
apresenta temperaturas mensais variáveis, diferentemente dos seus índices pluviométricos, os 
quais se mantêm estáveis ao longo do ano, concentrados no período de chuva, com ocorrência 
de outubro a março, sendo que seu período de seca, abril a setembro, costuma ser marcado pela 
ocorrência de nevoeiros, o que contribui para a umidificação do solo. Devido as espécies 
vegetais, especialmente as estrato-arbutivas possuírem raízes bem profundas, as mesmas 
acabam por não possuírem o seu desevolvimento comprometido pela falta do recurso hídrico 
(COUTINHO, 2000).  
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Figura 2 – Imagens ilustrativas do Bioma Cerrado. (a) Árvores da vegetação nativa. (b) Reserva 
subterrânea de água doce. (Fonte: Viana, 2014). 
Devido ao fato de ser constituído de fisionomias intermediárias, que correspondem ao 
tipo da savana, caracterizada por estratos herbáceos praticamente contínuos, pelo cerradão, e 
por campos limpos, o cerrado é considerado como um complexo de biomas inseridos em um 
mosaico, ou seja, um complexo composto por diversos habitats, com características únicas e 
distintas (COUTINHO, 2006).   
Dessa forma, tais habitats brasileiros, ou seja o Cerrado e a Caatinga, podem ser 
importantes fontes de recursos biológicos com alto potencial econômico, pela indústria 
farmacêtica, devido as suas propriedades medicinais, capazes de contribuir ao tratamento de 
doenças como a anemia, e também para a obtenção dos microorganismos endofíticos destas 
plantas tropicais, com possível potencial biotecnológico, interessantes quanto a sua 
bioatividade contra patógenos (SOUSA et al., 2017).  
2.2 Actinomicetos 
Dentre a vasta diversidade bacteriana, destacam-se os actinomicetos ou actinobactérias, 
caracterizados por serem aeróbios, Gram-positivos, elevado teor de guanina e citosina em sua 
composição genética, constituindo um grupo microbiano heterogêneo, assemelhando-se 
morfologicamente aos fungos pela produção de esporos e pela presença de micélio, o que 
confere um aspecto filamentoso e ramificado. Os actinomicetos podem ser encontrados em 
diversos ambientes, variando desde a água, lodos ativados, plantas em decomposição, e 
preferencialmente solos. Possuem elevada atividade enzimática, sendo capazes de contribuir 
eficazmente ao processo de decomposição de amido, celulose, quitina e queratina, durante a 
degradação de matéria orgânica (MCCARTHY E WILLIAMS, 1992).   
Adicionalmente, actinomicetos são descritos quanto à sua importância ecológica, no 
combate a fitopatógenos resistentes a agrotóxicos, os quais prejudicam o combate a doenças 
a) b) 
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em sistemas de produção. Também estão descritos quanto à sua importância no processo de 
compostagem e formação do solo, participando do processo de degradação de moléculas da 
biomassa vegetal, além da decomposição de matéria orgânica, gerando húmus. Há relatos sobre 
tais microrganismos na biodegradação de petróleo e também para a indústria e economia, 
devido as suas moléculas bio-ativas com potencial para o desenvolvimento de produtos 
químicos e farmacêuticos (OLIVEIRA et al., 2014).  
A vida em ambientes extremos vem sendo objeto de muitos estudos, desde a última 
década, enfatizando-se a diversidade de organismos e mecanismos moleculares e regulatórios 
envolvidos em seus metabolismos, de forma que esses tornam-se especialmente interessantes 
ao tolerarem condições extremas específicas (SATYANARAYANA et al., 2005).   
Nesse contexto, o bioma Caatinga surge, novamente, atrelado à possibilidade de 
constituir fonte natural de microrganismos extremófilos, inserindo-se aí os actinomicetos, 
conhecidos por sua habilidade à produção de vasta gama de compostos bio-ativos, incluindo 
enzimas com múltiplas aplicações biotecnológicas, como as ligninases, as quais se encontram 
dentre as mais potentes produzidas pelos mesmos, podendo serem exploradas ricamente quanto 
à aplicação potencial em indústrias que utilizam compostos lignocelulósicos como 
matériaprima (PRAKASH et al., 2013).    
2.3 Fungos Endofíticos 
Fungos endofíticos correspondem a microrganismos com ocorrência exclusiva no 
interior dos tecidos das plantas, não promovendo prejuízos ao hospedeiro, e se diferindo dos 
epifíticos, que se encontram na superfície dos tecidos vegetais. São de comum ocorrência em 
todo o ambiente terrestre e são identificados em praticamente todas as plantas vasculares, 
adentrando aos seus hospedeiros por meio de fissuras ou aberturas de origem natural ou 
artificial no tecido vegetal (CHAPLA et al., 2012). Tais microrganismos são responsáveis por 
estabelecer uma relação simbiótica com seus hospedeiros, de forma que esses fornecem 
proteção e alimento, enquanto aqueles produzem compostos bioativos que contribuem para o 
crescimento do hospedeiro, além de protegê-lo contra o ataque de pragas (ZHANG et al., 2006; 
OWEN; HUNDLEY, 2004).  
Atualmente sabe-se que são capazes de produzir metabólitos primários e secundários 
como toxinas, enzimas e também antibióticos, conferindo um interesse farmacológico devido 
suas propriedades bioquímicas (WERNECK, 2016). Zhong-Shan et al. (2009) apontaram que 
os fungos endofíticos correspondem a versáteis fontes de novos compostos bio-ativos e de 
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processos biocatalíticos, porém com potencial biotecnológico ainda a explorar. Assim sendo, 
esses microrganismos do Cerrado se destacam quanto a sua habilidade à produção de tais 
compostos, como de enzimas ligninases, as quais possuem elevado potencial de produção, 
podendo serem ricamente explorados quanto sua aplicação industrial, uma vez que tais 
compostos são utilizados como matéria-prima (MANAVALAN et al., 2015; AGUIAR E 
FERRAZ, 2011; SÁNCHEZ, 2009).   
2.4 Biomassa Lignocelulósica 
Materiais lignocelulósicos correspondem a cerca de 60 % da biomassa vegetal, 
constituindo-se de parede celular complexa e resistente, composta por lignina (10-30%), 
hemicelulose (15-35%) e celulose (30-50%), além de pectina, variando a proporção de cada 
elemento de acordo com a matéria-prima e estado vegetativo, conforme representado pela 
Figura 3 (RESENDE, 2017).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3 – Representação da composição estrutural da parede celular vegetal. (Fonte: Wyman et 
al, 2009). 
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Assim sendo, as ligninases são enzimas capazes de degradar a lignocelulose, incluindo 
celulases, hemicelulases, além de enzimas ligninolíticas (MTUI, 2012). É válido apontar que 
as celulases, responsáveis pela degradação de celuloses, possuem importantes aplicações 
biotecnológicas, sendo utilizadas na indústria têxtil, para melhor acabamento dos tecidos, na 
produção de bebidas, biocombustíveis, nutrição animal, além da fabricação de papel, 
detergentes e alimentação animal (ZANCHETTA, 2012). Já as hemicelulases, por sua vez, são 
empregadas no bio-branqueamento e descoloração de resíduos da indústria de papel, além da 
clarificação de sucos de frutas, aditivos de ração e fibras, além da sacarificação de 
hemiceluloses à xilose (SONI; KANGO, 2013). As enzimas ligninolíticas são normalmente 
aplicadas em sistemas envolvendo o pré-tratamento da biomassa lignocelulósica recalcitrante, 
quando se visa a produção de biocombustríveis, indústrias de papel, têxtil, alimentícias, 
tratamento de efluentes, aplicação em biorremediação, sínteses orgânicas, além da fabricação 
de cosméticos e medicamentos (ABDEL-HAMID et al., 2013).   
Detalhando-se acerca da lignina, tem-se um dos polímeros mais abundantes do planeta, 
presentes na estrutura da parede celular vegetal, possuindo função primordial ao promover 
suporte estrutural entre as moléculas, além de constituir barreira impermeável às enzimas 
externas, promovendo robustez e resistência à planta (BRODEUR et al., 2011). A Figura 4 
apresenta a constituição estrutural da lignocelulose.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4 – Representação da estrutura química da lignocelulose. (Fonte: Saini et al., 2015). 
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Muitas aplicações destes compostos são baseadas nos produtos da degradação de 
celulose, hemicelulose ou lignina, tendo-se a hidrólise química ou enzimática como etapa 
essencial ao processo, de forma que métodos químicos envolvem o uso de reagentes de alto 
custo, condições reacionais severas e algumas limitações operacionais, enquanto que reações 
enzimáticas, possuem apelos econômicos e ambientalmente acessíveis, considerando-se a 
possibilidade de uso de rejeitos como matéria-prima, além de baixa geração de resíduos. Logo, 
durante a produção de biocombustíveis, os açúcares presentes nas frações de celulose e 
hemicelulose são aplicados para a formação de etanol, enquanto que a lignina é novamente 
aplicada na geração de energia para outros processos industriais (SAINI et al., 2015).  
Torna-se importante salientar que a degradação enzimática da lignina é mediada por um 
complexo de proteínas, as quais correspondem a lacases (Lac), manganês peroxidases (MnP) e 
lignina peroxidases (LiP) (MASON et al., 2001; PLÁCIDO, CASPAREDA, 2015).  
 Segundo HAMMEL; CULLEN, 2008, as Lac correspondem a oxidases extracelulares, que 
contém cobre, e são responsáveis pela oxidação de diversos substratos, podendo ser fenólicos, 
de ocorrência simultânea a diminuição de oxigênio à água, ou também substratos não fenólicos 
quando com a presença de determinados mediadores (apud FARIA, 2010). Já as MnP e as LiP 
são agrupadas como heme-peroxidases, contendo protoporfirina IX como grupo prostético, 
onde as LiP degradam compostos com elevado potencial redox, sendo conhecidas pela 
habilidade à oxidação de compostos fenólicos ou não, os quais compõem cerca de 90 % do 
polímero lignina, enquanto que as MnP são heme-peroxidases de baixo potencial redox, as 
quais são dependentes de H2O2, e em alguns casos, necessitam de manganês para exibir 
atividade (PLÁCIDO, CASPAREDA, 2015; FISHER, FONG, 2014; MADHAVI, LELE, 
2009).  
2.5 Bio-etanol 
Nas últimas décadas, a procura por energia sustentável tem ganhado ênfase devido ao 
crescente custo dos combustíveis fósseis, dessa forma biocombustíveis produzidos a partir de 
resíduos ricos em lignocelulose têm sido considerados como alternativa econômica e 
ambientalmente viáveis, nesse sentido, diversos estudos voltados a incrementação da produção 
de etanol de segunda geração (bio-etanol), de maneira economicamente viável, passaram a 
serem desenvolvidos. Logo, a sua produção em primeira geração ocorre através da fermentação 
do caldo da cana de açúcar, onde as enzimas produzidas pelas leveduras (Saccharomyces 
cerevisiae) são responsáveis pela catalização das reações químicas envolvidas no processo, 
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realizando a quebra da molécula de sacarose em glicose e frutose, e realizando a transformação 
em etanol e gás carbônico (PEIXOTO et al., 2012).  
Posteriormente, partindo desse processo, pôde ser realizado o aproveitamento do bagaço 
gerado, a fim de gerar a produção do etanol celulósico, através do uso de microrganismos 
produtores de enzimas responsáveis por gerar a hidrólise de todos os polissacarídeos (pentoses 
e hexoses) encontrados nos materiais lignocelulósicos, compostos pela celulose, hemicelulose 
e lignina, como representado na Figura 5.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5 – Representação esquemática da produção de Etanol de primeira e segunda geração, 
com C5 representando as pentoses e C6 glicose. (Fonte:  Novo, 2016). 
Entretanto, um dos principais problemas atrelados à tal processo encontra-se na remoção 
da lignina de tais resíduos, fazendo com que a celulose e a hemicelulose não possam ser 
hidrolisadas pelas enzimas correspondentes (MUSSATO et al., 2010). Por conseguinte, as 
enzimas descritas anteriormente, lacases, manganês peroxidases e lignina peroxidases, são 
conhecidas quanto à sua habilidade a atuar sobre compostos presentes na lignina, porém até a 
pouco tempo, ainda estavam aquém no que se refere às suas aplicações práticas na produção de 
bio-etanol. Entre os anos de 2006 e 2007, consideráveis esforços tiveram início para o 
desenvolvimento de técnicas de baixo custo, para o aumento da produção de enzimas e 
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aplicação das mesmas em diferentes ramos industriais. Pela perspectiva de redução de custos, 
lacases de origem bacteriana têm expressivas vantagens comparadas com as fúngicas, uma vez 
que permitem a expressão facilitada em E. coli (PISCITELLI et al., 2010).   
No contexto da produção de bio-etanol celulósico, tem-se diferentes complexos 
enzimáticos atuantes, incluindo celulases, xilanases, oxidases, as quais incluem enzimas ainda 
pouco descritas, mas que podem constituir importantes ferramentas catalíticas no processo de 
bioconversão da matéria-prima no biocombustível (CASTRO; PEREIRA JR., 2010). Portanto, 
tais enzimas correspondem a elementos fundamentais a produção do bio-etanol.   
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3. OBJETIVOS 
3.1 Objetivo Geral 
O presente trabalho possuiu como objetivo geral avaliar a atividade de enzimas 
ligninolíticas de actinomicetos, oriundos de amostras de solo e rizosfera da Caatinga, e fungos 
endofíticos, provenientes de folhas e ramos de plantas do Cerrado, contribuindo para a busca 
de novas alternativas, fundamentadas no desenvolvimento sustentável, para a produção de 
bioetanol celulósico, via aumento da digestibilidade de matéria-prima lignocelulósica, a partir 
da utilização de tecnologias viáveis, de baixo custo e com reaproveitamento de biomassa 
vegetal.   
3.2 Objetivos Específicos 
• Selecionar potenciais fungos endofíticos e actinomicetos com capacidade para produção 
enzimática ligninolítica;  
• Avaliar a atividade enzimática de isolados de fungos e actinomicetos quanto à produção 
de lacases, favoráveis ao incremento da produção futura de bio-etanol.  
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4. METODOLOGIA 
4.1 Atividade Preliminar 
4.1.1 Seleção e Cultivo de Linhagens Fúngicas 
Buscando validar o método utilizado, foi realizada a avaliação da atividade ligninolítica 
de fungos endofíticos oriundos do Cerrado, a partir de isolados obtidos em pareceria com o 
Prof. Dr. Paulo Teixeira Lacava, da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar), responsável 
pela coleta na região do Cerrado e também pelo isolamento de 21 fungos, com auxílio da 
mestranda Flavia Torres, conforme apresentado na tabela 1 abaixo.  
Tabela 2 – Relação dos fungos endofíticos e origem da coleta. 
Isolados Planta 
Órgão da 
planta 
BFO-2 
Barbatimão 
(Stryphnodendron) 
Folha 
BFO-3 
BFO-5 
BFO-6 
BFO-7 
BRA-2 
Ramo 
BRA-5 
LFO-2 
Lobeira 
(Solanum lycocarpum) 
Folha 
LFO-3 
LFO-6 
LFO-11 
LFO-29 
LFO-31 
LRA-4 
Ramo 
LRA-5 
LRA-7 
LRA-8 
LRA-9 
LRA-10 
LRA-11 
LRA-14 
 
4.1.2 Análises Qualitativa e Quantitativa da Atividade Ligninolítica  
Dentre os 21 isolados recebidos, 8 foram selecionados com base em seus crescimentos, 
para a realização dos ensaios preliminares por meio de metodologias baseadas no artigo 
científico Bandounas et al (2011), a fim de determinar as suas atividades ligninolíticas, por 
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meio da detecção qualitativa das atividades enzimáticas dos mesmos. Dessa forma, foi 
analisado a capacidade de biodegradação do guaiacol e do corante têxtil Remazol Brilliant Blue 
R (RBBR), visto que estes permitem detectar predisposições dos fungos à produção de lacases.  
 
 
 
  
 
Figura 6 – (a) Estrutura molecular do guaiacol; (b) Estrutura molecular do RBBR. (Fonte: Sigma-
Aldric, 2016). 
Logo, tais fungos foram reativados em duplicata em meios de cultura sólido Ágar 
Guaiacol – BKG (composto por Glicose 10 g.L-1; Peptona 2 g.L-1; Extrato de levedura 1 g.L-1; 
Ágar 20 g.L-1 e Guaiacol 4 mM, 0,496 mL.L-1), contendo guaiacol como substrato indutor da 
atividade enzimática, sendo que a análise da oxidação do composto foi realizada após um 
período de incubação de 4 a 7 dias, em 28°C, por meio da mudança na coloração do meio de 
amarelo para castanho, sob e ao redor da colônia.  
Posteriormente a detecção da capacidade de biodegradação do corante têxtil RBBR foi 
determinada através de ensaios em meios líquido e sólido. Os ensaios em meio sólido foram 
realizados em placas de Petri contendo Ágar Sabouraud® (SDA), acrescido de 400 mg/L do 
corante RBBR, incubados a 28°C por um período de 7 dias (168hs), para análise de crescimento 
e descarte de possível contaminação. Foi monitorada a sua habilidade à descoloração do corante 
acrescido ao meio de cultivo.  
Já para os ensaios em meio líquido, os ensaios foram realizados em meio de cultura 
SDA adicionado corante RBBR (50 mg/L) em tubos de plástico estéreis (15 mL), em triplicata, 
a 28°C, em agitador rotacional a 150 rpm, envoltos em papel alumínio, a fim de evitar a 
degradação do corante pela luz. Posteriormente, nos períodos de tempo de 0, 7, 10 e 14 dias de 
incubação, foram transferidos 1 mL do sobrenadante para microtubos (2 mL) e centrifugados 
(Centrífuga Thermo Scientific Sorvall® Legend 1.6R) a 8.000 rpm por 3 minutos, a 25 ºC. Para 
quantificar a biodegradação, foram realizadas leituras de absorbância dos sobrenadantes dos 
cultivos, fazendo o uso de espectrofotômetro UV/VIS (Biotek Synergy HT, USA), no 
comprimento de onda (λ) de 595 nm. Importante ressaltar que, todos os controles negativos 
foram realizados com o meio de cultura sem o inóculo.  
b) a) 
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A quantificação da porcentagem da capacidade de biodegradação do corante RBBR no 
meio líquido foi obtida utilizando-se a equação abaixo:  
 
%biodegradação = Abs0 – Abst  x  100       Equação 1 
          Abs0 
Onde: 
Abs0 = Valores de absorbância inicial 
Abst = Valores de absorbância obtidos ao longo do experimento (7, 10 e 14 dias) 
4.1.3 Quantificação da Atividade Enzimática de Lacases 
Para a quantificação da enzima lacase nos fungos endofíticos selecionados utilizou-se o 
substrato guaiacol como precursor da atividade enzimática, de forma que a partir da 
metodologia descrita por Pinto e Barceló (1995), de forma modificada, os ensaios ocorreram 
em meio de cultura Ágar Sabouraud®, em tubos de plástico estéreis (15 mL), em triplicata, a 
28°C, em agitador rotacional a 150 rpm, com a presença de um controle negativo a fim de 
verificar as reações de auto-oxidação e de branco, para descartar qualquer possibilidade de 
contaminação.  
As leituras de absorbância através do espectrofotômetro UV/VIS (Biotek Synergy HT,  
USA) foram realizadas no comprimento de onda (λ) de 470 nm por 10 minutos, após 8 dias de 
incubação, de forma que 1 mL do sobrenadante de cada isolado foi transferido para microtubos 
(2 mL), centrifugado (Centrífuga Thermo Scientific Sorvall® Legend 1.6R) a 12.000 rpm por 40 
minutos, e inserido em gelo por 5 minutos,  havendo adição nas microplacas do tampão 
Trisacetato 0,1 M (pH 5), do substrato Guaiacol em 5, 10 e 15 mM, e do extrato retirado dos 
cultivos, sendo que a atividade foi monitorada por 10 minutos, e que as três diferentes 
concentrações foram aplicadas buscando-se analisar o comportamento dos microrganismos 
quando em alta e baixa concentração de substrato, visto que apenas o comportamento em 
concentração média (10 mM) era conhecido (WONG et al., 2013).  
A atividade de Lacase foi determinada através dos valores de absorbância no 
comprimento de onda (λ) 470 nm (ε =12.100 M-1 cm-1) para a detecção da oxidação do substrato 
Guaiacol, de forma que as atividades enzimáticas (U), de enzima por mg de substrato, foram 
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estimadas por meio do cálculo da diferença de absorbância e expressa em U.L-1, sendo que uma 
(1) unidade de enzima será definida como a atividade exigida para a que haja a oxidação de 1 
µmol do substrato por minuto. Os cálculos foram realizados a partir da Lei de Beer-Lambert, 
sendo apresentados abaixo, conforme a Equação 2 (MAGRINI, 2012).  
UL-1 = ΔA x V x 106         Equação 2 
             ε x R x t 
Onde: 
ΔA = diferença entre a absorbância final e a inicial 
V = volume da reação (L) 
106 = converte os mols do ε para µmols  
ε = coeficiente de extinção (M-1.cm-1) 
R = quantidade de caldo enzimático (L) 
t = tempo de reação (minutos) 
 
4.2 Atividades Ligninolítcas de Actinomicetos 
4.2.1 Seleção e Cultivo de Linhagens Bacterianas  
Foram selecionadas linhagens de actinobactérias, obtidas a partir de 50 isolados 
gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Itamar Soares de Melo, da Empresa Brasileira de Pesquisa 
Agropecuária (EMBRAPA - Meio Ambiente), responsável não somente pela coleta de solo da 
Caatinga, mas também pelo isolamento e caracterização das cepas, conforme apresentado na 
tabela abaixo.   
4.2.2 Análises Qualitativa e Quantitativa  da Atividade Ligninolítica 
Para detecção qualitativa da atividade de enzimas ligninolíticas por meio da capacidade 
de biodegradação do corante têxtil RBBR foram realizados ensaios em meio sólido e líquido, a 
partir da seleção dos actinomicetos, e da avaliação das atividades das enzimas conhecidas como 
DyPs (“Dye decolorizing peroxidases”), além das Lacases (Lac) (SALVACHÚA et al., 2013), 
as quais também estão relacionadas à degradação de compostos aromáticos fenólicos ou não.  
Nos ensaios em meio sólido os mesmos foram cultivados em Placas de Petri, em 
duplicata, no meio de cultivo NYDA (composto por Glicose 10 g.L-1, Extrato de carne 3 g.L-1, 
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Extrato de levedura 5 g.L-1, Peptona 5 g.L-1, KH2PO4 0,3 g.L
-1, K2HPO4 1,2 g.L
-1, Ágar 20 g.L1), 
acrescido do corante RBBR (50 mg/L), incubados a temperatura de 32ºC, num período de 
tempo de 8 dias (192hs), para análise do potencial biotransformador.   
A partir da análise da capacidade de descoloração do corante em meio líquido, 10 
actinomicetos foram selecionados e seguiram com os ensaios em meio líquido ocorreram em 
meio de cultura NYDA acrescido do corante RBBR (50mg/L) em tubos de plástico estéreis (15 
mL), em triplicata, a 28°C, em agitador rotacional a 150 rpm, também envoltos em papel 
alumínio, a fim de evitar a degradação do corante pela luz, sendo que todos os controles 
negativos foram realizados com o meio de cultura sem o inóculo.   
Assim sendo, nos períodos de tempo de 0, 7, 10 e 14 dias de incubação, foram 
transferidos 1 mL do sobrenadante para microtubos (2 mL) e centrifugados (Centrífuga Thermo 
Scientific Sorvall® Legend 1.6R) a 8.000 rpm por 3 minutos, a 25 ºC. Para quantificar a 
biodegradação, foram realizadas leituras de absorbância dos sobrenadantes (200uL) dos 
cultivos, fazendo o uso de espectrofotômetro UV/VIS (Biotek Synergy HT, USA), de forma 
que tais leituras de absorbância deverão apontar a porcentagem de atividade de DyPs no 
comprimento de onda (λ) de 595 nm, para a detecção da oxidação do corante RBBR 
(SALVACHÚA et al., 2013). Para a obtenção da porcentagem (%) de absorbância obtida será 
utilizado o cálculo já apresentado na Equação 1.  
4.2.3 Quantificação da Atividade Enzimática de Lacases 
As 6 linhagens selecionadas de actinomicetos passaram a ser avaliadas quanto a sua 
atividade enzimática, sendo que para determinar-se o escopo de substratos os quais as enzimas 
expressas possam ter atividade, os seguintes foram analisados: siringaldazina e guaiacol. Os 
comprimentos de onda (λ) variaram em função dos substratos avaliados e os ensaios foram 
realizados em diferentes concentrações de substrato, enzima, além de diferentes faixas de pH e 
temperaturas.    
A partir da metodologia descrita por Saito et al. (2003), utilizando-se como substrato a 
siringaldazina, os ensaios foram realizados em meio de cultura NYDA, em tubos de plástico 
estéreis (15 mL), e em triplicata a 28°C, em agitador rotacional a 150 rpm, incluindo controle 
negativo e branco no experimento. Em seguida, nos períodos de tempo de 0, 7 e 11 dias de 
incubação, foram transferidos 1 mL do sobrenadante para microtubos (2 mL) e centrifugados 
(Centrífuga Thermo Scientific Sorvall® Legend 1.6R) a 12.000 rpm por 40 minutos, a 25 ºC, de 
forma que para as leituras de absorbância, no comprimento de onda (λ) de 530,  foi adicionado 
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em microplacas o substrato Siringaldazina 20 mM (145uL), em tampão fosfato de sódio 50 mM 
(pH 7), e o sobrenadante retirado dos cultivos (5uL), sendo incubados a 30ºC, por 10 minutos.  
Posteriormente seguindo a metodologia descrita por Pinto e Barceló (1995), de forma 
modificada, utilizou-se o guaiacol como substrato indutor da reação, para os mesmos 6 
actinomicetos selecionados, de forma que os ensaios ocorreram em meio de cultura NYDA, em 
tubos de plástico estéreis (15 mL), em triplicata, a 28°C, em agitador rotacional a 150 rpm, com 
a presença de controles negativos adotados para a verificação de reações de auto-oxidação de 
cada um dos substratos avaliados e brancos também, a fim de descartar qualquer possibilidade 
de contaminação.  
Após 8 dias de incubação, 1 mL do sobrenadante foi transferido para microtubos (2 mL) 
e centrifugados (Centrífuga Thermo Scientific Sorvall® Legend 1.6R) a 12.000 rpm por 40 
minutos, e inseridos em gelo por 5 minutos, de forma que em seguida houve a adição em 
microplacas do tampão Tris-acetato 0,1 M (pH 5), do substrato Guaiacol 5 mM, e do extrato 
retirado dos cultivos. Em seguida, houve a realização das leituras de absorbância através do 
espectrofotômetro UV/VIS (Biotek Synergy HT, USA), no comprimento de onda (λ) de 470 
nm por 10 minutos, sendo a atividade verificada para três concentrações diferentes do substrato 
(5, 10 e 15 mM).   
A atividade enzimática da Lacase foi determinada através de leituras dos valores de 
absorbância no comprimento de onda (λ) 470 nm (ε = 12.100 M-1 cm-1) por 10 minutos para a 
detecção da oxidação do substrato guaiacol, e no comprimento de onda (λ) 530 nm (ε = 65.000 
M-1 cm-1) por 1 minuto para a oxidação do substrato siringaldazina,  de forma que os cálculos 
das atividades (U), foram estimadas por meio da diferença de absorbância, sendo expressos em 
U.L-1, a partir da Lei de Beer-Lambert, assim como anteriormente apresentado na Equação 2 
(MAGRINI, 2012).  
4.2.4 Estabelecimento de Parâmetros para Atividades Ótimas de Lacase 
 Após quantificada a atividade enzimática, um actinomiceto foi selecionado para seguir 
com a atividade realizada nas condições ótimas de temperatura, pH, salinidade e estabilidade 
(tempo), com base na metodologia apresentada em Desai et al (2011), de modo que 
considerando a melhor concentração do substrato guaiacol o ensaio foi realizado em meio de 
cultura NYDA, em tubos de plástico estéreis (15 mL), em triplicata, em agitador rotacional a 
150 rpm, submetido a 3 temperaturas diferentes, de 4ºC, ambiente e a 65ºC, havendo também 
um branco para controle do ensaio.  
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No período de 0, 1, 3, 6 e 7hs foram realizadas leituras de absorbância no comprimento 
de onda (λ) de 470 nm, por 10 minutos, através do espectrofotômetro UV/VIS (Biotek Synergy 
HT, USA), a partir de microplacas com caldo enzimático bruto retirado dos cultivos (40uL), 
substrato Guaiacol 15 mM (30uL), tampão acetato de sódio (110uL) nas faixas de pH de 2, 7 e 
9, acrescido de NaCl 1 M ou 5 M, e 20 uL de peróxido de hidrogênio 10 mM, havendo 
substituição do caldo enzimático por água destilada estéril no branco.   
Para determinação da curva, utilizou-se os dados obtidos das leituras de absorbância e 
calculou-se a atividade enzimática (ε = 12.100 m-1 cm-1) expressa em U.L-1, a partir da Lei de 
Beer-Lambert, conforme indicado na equação 2 já apresentada.   
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1 Atividade Preliminar  
5.1.1 Seleção e Cultivo de Linhagens Fúngicas 
Com o intuito de validação da metodologia a ser aplicada no estudo, foram escolhidos, 
com base em seus crescimentos, 8 fungos dentre os 21 isolados para os ensaios iniciais, sendo 
estes: BFO-7, BRA-2, BRA-5, LFO-3, LRA-5, LRA-9, LRA-10 e LRA-11.  
5.1.2 Análises Qualitativa e Quantitativa da Atividade Ligninolítica 
A Figura 7 apresenta ilustrações dos reversos das placas de Petri dos cultivos dos fungos 
selecionados, após cultivo em meio de cultura BKG tendo guaiacol como substrato. A atividade 
ligninolítica foi verificada por visualização da capacidade microbiana a promover a oxidação 
do substrato, determinada pela geração de cor marrom castanho à cultura (Martinho, 2016). Por 
meio dos resultados apresentados foi possível perceber que os isolados BRA-2, LFO-3, LRA5 
e LRA-9 apresentaram maior habilidade para a oxidação do substrato guaiacol, indicando 
atividade ligninolítica de tais fungos.  
 
Figura 7 – Imagens dos reversos das placas de Petri, após 7 dias de incubação, para identificar a 
oxidação do guaiacol em meio sólido, nos isolados: a) BFO-7; b) BRA-2; c) BRA-5; d) LFO-3; e) 
LRA-5; f) LRA-9; g) LRA-10; h) LRA-11; i) controle positivo, isolado 63.1 – Fusarium sp.; j) 
controle negativo. 
Segundo Atalla et al. (2010), a realização de estudos com triagens baseadas no uso de 
substratos indutores de atividade enzimática, em meios de cultivo, é considerada uma 
metodologia eficiente, uma vez que permite selecionar corretamente os microrganismos de 
interesse à bioprospecção. Dessa forma a utilização do substrato guaiacol para a determinação 
de fungos endofíticos com potencial a produção de enzimas ligninolíticas foi considerada como 
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uma forma eficaz para a seleção dos isolados de interesse ao estudo e estabelecimento da 
metodologia.  
Assim sendo, na busca pela aplicação de técnicas rápidas que permitissem a seleção de 
biocatalistas ligninolíticos, nos deparamos com metodologias baseadas no uso de corantes 
sintéticos, com estruturas moleculares semelhantes aos monômeros que compõem tal 
polímeros, pode vir a constituir opção viável e acessível a seleção de isolados microbianos de 
interesse também (HUSAIN, 2006). Logo, os resultados obtidos indicaram a seleção de 
isolados com potencial à produção de ligninases, uma vez que a enzima específica a esse ensaio 
possui a capacidade de degradar o corante RBBR (Remazol Brilliant Blue R), formando um 
halo de descoloração em volta do meio de cultura e deixando apenas um fundo claro com 
vestígios do mesmo. (MACHADO, 2005).  
Os resultados da capacidade de descoloração do corante RBBR, em meio sólido, estão 
apresentadas pela Figura 8, através da ilustração dos reversos das placas de Petri com meio 
SDA, após 7 dias de incubação, sendo possível verificar que com exceção do isolado LRA-5, 
os demais fungos geraram zonas de descoloração nos meios de cultivo contendo o corante 
RBBR.   
 
Figura 8 – Imagens dos reversos das placas de Petri, após 7 dias de incubação, para identificar a 
descoloração do corante RBBR em meio sólido, nos isolados: a) BFO-7; b) BRA-2; c) BRA-5; d) 
 
 
Resultados e Discussão 
42 
Trabalho de Conclusão de Curso – Caroliny Lourenço 
LFO-3; e) LRA-5; f) LRA-9; g) LRA-10; h) LRA-11; i) controle negativo, meio de cultura ágar 
Sabouraud com o corante, sem o inóculo. 
 Tal resultado obtido indicou a capacidade à expressão de enzimas com potencial 
ligninolítico pelos isolados avaliados, permitindo inferir que os fungos endofiticos analisados 
(BFO-7, BRA-2, BRA-5, LFO-3, LRA-5, LRA-9, LRA-10, LRA-11) confirmavam habilidades 
já descritas pela literatura, relacionadas à produção de celulases, lacase, xilanases, bem como 
atividades lignocelulolíticas (ZHENG et al., 2016; RAJULU et al., 2011; BEZERRA et al., 
2012).  
Posteriormente, considerando os resultados apresentados, para a determinação dos 
valores, em porcentagem, de biodegradação do corante RBBR em meio líquido, foram 
selecionados os isolados BFO-7, BRA-2, LFO-3, LRA-5, LRA-10 e LRA-11, e mais outros 4 
fungos endofíticos do Cerrado, BFO-2, BFO-6, LFO-29 e LRA-8, para acompanhamento 
durante 14 dias. Conforme apresentado pela figura 9, verificou-se que os fungos que 
apresentaram maior porcentagem de biodegradação do corante foram o LFO-3 (50%), o LRA10 
(49%) e o LRA-8 (49%), com crescimento contínuo e maiores picos de atividade. É possível 
observar que todas as 10 linhagens selecionadas apresentaram alguma atividade, sendo 
passíveis de análises posteriores quando submetidas a diferentes parâmetros, de temperatura, 
tipos de corante e tempo (dias) em solução.  
 
Figura 9 – Resultados da Biodegradação do corante RBBR em meio líquido (%). CRT-: controle 
negativo. Barras de erro indicam o desvio máximo da média dos dados obtidos em triplicata.  
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Comparando-se a descoloração do corante em meio sólido com a sua capacidade de 
biodegradação, foi possível observar que todos os fungos endofíticos apresentaram atividades 
enzimáticas quando submetidos a ambas as análises, qualitativa e quantitativa, de forma que o 
BRA-2, também anteriormente selecionado, apresentou uma capacidade discreta de 
biodegradação do RBBR, a qual pode ser atribuída à adsorção do corante, que pode ter 
permanecido na superfície de células do sobrenadante selecionado para a leitura após a 
centrifugação, conforme apontado no estudo de Bandounas et al (2011).  
5.1.3 Quantificação da Atividade Enzimática de Lacases 
Com base no ensaio qualitativo realizado nas placas de Petri, o qual expressa resultados 
mais amplos por não indicar atividade de uma enzima específica, os fungos endofíticos LRA5, 
BRA-2 e BRA-5 foram selecionados para a quantificação da atividade enzimática a partir do 
substrato guaiacol. Analisando-se os dados obtidos na figura 10, é possível observar que todos 
os 3 apresentaram maior atividade em concentração de substrato de 15 mM, sendo a menor 
concentração, de 5 mM, com baixa ou nenhuma expressão da enzima, assim sendo o fungo 
endofítico BRA-2 apresentou maior atividade enzimática de lacase em todos os valores 
apresentados, com pico em 0,0004 U.L-1 a 15 mM.  
 
Figura 10 – Resultados da atividade enzimática da lacase com o substrato guaiacol em fungos 
endofíticos do Cerrado. 
 A diferença de atividade para o BRA-2 pode ser descrita pelas enzimas diretamente 
relacionadas na atividade de descoloração do corante RBBR e na atividade com o substrato 
guaiacol, de forma que as “Dye decolorizing peroxidases” (DyPs), apesar de serem conhecidas 
por sua relevância na degradação de material lignocelulósico, indicam uma grande 
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especificidade para substratos (MARTINS, 2011), sendo que para o microrganismo em questão 
a baixa expressão da enzima, na análise de biodegradação do corante, se deve pela inadequação 
da das Dyps ao substrato, enquanto que a alta atividade apontada na quantificação com o 
substrato guaiacol ocorreu devido a afinidade da enzima lacase ao substrato fornecido.  
 
5.2 Atividades Ligninolíticas de Actinomicetos 
5.2.1 Seleção e Cultivo de Linhagens Bacterianas  
Com base na descoloração do meio líquido NYDA contendo corante RBBR, houve uma 
avaliação do potencial enzimático dos 50 isolados recebidos, a partir de leituras de absorbância 
relacionadas a diminuição da presença do corante no meio, de forma que após 8 dias de 
incubação, foram selecionadas 10 linhagens de actinomicetos, sendo as mesmas AC-8, AC-16, 
AC-52, AC-85, AC-118, AC-122, AC-127, AC-133, AC-138 e AC-158, com melhores 
atividades de biodegradação. A figura 8 abaixo apresenta algumas das linhagens selecionadas.  
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11 – Ilustrações de alguns actinomicetos utilizados nas análises. a) AC-8; b) AC-16-2; c) 
AC-85-5; d) AC-118-3; e) AC-133. (Fonte: Lourenço, 2018; Ferrari, 2017). 
5.2.2 Análises Qualitativa e Quantitativa da Atividade Ligninolítica 
A figura 11 apresentada abaixo representa a consolidação da capacidade de 
biodegradação do corante RBBR em meio líquido, monitorados em um período de 14 dias, com 
seus valores determinados em porcentagem. Foi possível verificar que dentre os actinomicetos 
avaliados, 3 destacaram-se com melhor atividade, sendo estes o AC-16 (52%), o AC-138 (41%) 
a) c) b) 
e) d) 
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e o AC-8 (22%), de modo que o aumento verificado no controle se deve a possível degradação 
natural decorrente do próprio tempo submetido em solução.  
 
Figura 12 – Resultados da Biodegradação do corante RBBR em meio líquido (%). CRT-: controle 
negativo. 
De acordo com Bandounas et al (2011) a ação de descoloração do corante RBBR, 
indicador de atividade ligninolítca, em bactérias oriundas do solo, foi considerada inferior a 
25%, de forma que considerando os dados obtidos para os actinomicetos, havendo isolados com 
capacidade de biodegradação superior a 30%, os mesmos correspondem a fontes promissoras 
para a obtenção de enzimas ligninolíticas, visto que, comparados aos fungos endofíticos, os 
quais geralmente apresentam maior expressão enzimática nesse tipo de ensaio, chegaram a 
apresentar maior atividade, acima de 50%.  
5.2.3 Quantificação da Atividade Enzimática de Lacases 
A partir da triagem qualitativa, pela capacidade de biodegradação do corante RBBR, os 
actinomicetos 8, 16, 85, 118, 133 e 138 foram selecionados para a determinação da atividade 
enzimática. Inicialmente utilizando-se o substrato siringaldazina os resultados obtidos não 
apontaram nenhuma atividade significativa interessante ao objetivo do estudo, conforme 
indicado a seguir, havendo atividade, ainda que baixa, apenas no AC118, com 0,0006 U.L-1, e 
no AC138, com 0,0003 U.L-1, sendo o controle e o branco acompanhados durante o mesmo 
período de tempo e não sofrendo alteração (Figura 13).  
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Figura 13 – Resultados da atividade enzimática da lacase com o substrato siringaldazina em 
actinomicetos da Caatinga. 
Já a quantificação da atividade de lacase pelo substrato guaiacol, por outro lado, 
apresentou resultados mais representativos, de forma que ao se observar os dados apresentados 
na figura 13, com exceção do AC-85, todos os outros apresentaram maior atividade enzimática 
em concentração de substrato de 15 mM, sendo o AC118 considerado o microrganismo com 
maior atividade de lacase, com 0,0046 U.L-1. Diferentemente do resultado obtido no ensaio 
com os fungos endofíticos os actinomicetos tiveram alta atividade em todas as concentrações 
de substrato testadas, indicando maior capacidade a produção de enzimas lignocelulolíticas.   
 
Figura 14 – Resultados da atividade enzimática da Lacase com o substrato guaiacol em 
actinomicetos da Caatinga.    
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 Algumas enzimas possuem uma alta especificidade quando relacionadas aos seus 
substratos, podendo ser essa relação entre vários substratos ou apenas um (VILLELA, 2003), 
de forma que como observado a lacase apresenta certa versatilidade, indicando produção de 
metabólitos, uma vez que apresenta atividade em distintos substratos. Logo, com relação ao 
comportamento da siringaldazina com a lacase, apesar de não ser tão bem descrito, houve 
atividade enzimática quando nesse substrato, contribuindo como uma pré-triagem para a 
obtenção do melhor actinomiceto. Já quando com relação a lacase e o substrato guaiacol, houve 
uma grande atividade, de forma que o AC118 foi selecionado como o melhor para seguir com 
os ensaios, a partir da sua alta expressão em ambas as análises.  
5.2.4 Estabelecimento de Parâmetros para Atividades Ótimas de Lacase 
Diante da triagem com o substrato guaiacol, na qual o AC118 foi selecionado, foram 
realizadas análises para a otimização das atividades enzimáticas, buscando-se obter a melhor 
condição para a máxima expressão da lacase, sendo que, quando submetido a diferentes 
temperaturas, faixas de pH e salinidades este microrganismo foi capaz de apresentar distintos 
resultados.   
A Figura 15 permite observar que sob a temperatura de 4 ºC, o actinomiceto AC118, 
quando em pH 2 apresentou um pico máximo de atividade em 9,58 U.L-1 logo após 1 hora de 
exposição ao substrato. Entretanto, quando em temperatura ambiente (25 oC), o mesmo 
apresentou estabilidade quanto à atividade enzimática, tendendo à drástica perda da mesma 
quando em pH ácido após 1 hora de monitoramento. Após 3 horas, verificou-se discreto 
incremento da atividade, apresentando valores de 6,15 U.L-1 para lacase. Quando o mesmo 
extrato enzimático foi submetido à temperatura de 65 ºC, observou-se estabilidade da atividade 
enzimáticas, nas três faixas de pH avaliadas durante o ensaio.  
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Figura 15 – Efeito da temperatura e pH na atividade enzimática do actinomiceto 118 da Caatinga. 
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Posteriormente, quando submetido a diferentes salinidades foram observados novos 
comportamentos dos extratos enzimáticos. Logo, como possível observar pela figura 16, 
quando sob a temperatura de 4 ºC, em meio com NaCl 1 M, apresenta certa estabilidade, com 
máxima atividade enzimática no período de 1 hora, em meio ácido (pH 2), enquanto que quando 
acrescido de NaCl 5 M e em pH neutro (7), apresenta um comportamento distinto, indicando 
inicialmente alta atividade, em 8,50 U.L-1, reduzindo consideravelmente posteriormente, 
quando em pH básico (9) apresenta um pico máximo de atividade após 1 hora de exposição, 
em 6,40 U.L-1, também decaindo em seguida.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16 – Efeito das concentrações de NaCl na atividade enzimática no actinomiceto 118 da 
Caatinga, em temperatura 4ºC. 
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 O extrato enzimático do isolado AC118, quando avaliado sob temperatura ambiente, em 
NaCl 1 M, apresentou estabilidade frente às diferentes faixas de pH avaliadas, de forma que a 
máxima expressão da enzima foi no tempo inicial (0 horas), em pH 9, com 7,08 U.L-1, enquanto 
que na concentração de NaCl 5 M, no mesmo pH 9 há um aumento constante da atividade 
enzimática, com máxima de 5,56 U.L-1, em 3 horas de monitoramento, sendo esta considerada 
uma condição ótima para a expressão da lacase. (Figura 17).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17 – Efeito das concentrações de NaCl na atividade enzimática no actinomiceto 118 da 
Caatinga, em temperatura ambiente.  
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foi observada em pH 2 e pH 9. Quando em meio acrescido de NaCl 5 M, sob a faixa de pH 7, 
houve uma grande atividade enzimática inicialmente, decaindo drasticamente posteriormente e 
apresentando discreto aumento quando próximo a três horas de análise, enquanto que para as 
faixas de pH 2 e 9 a atividade avaliada se manteve estável durante todo o período analisado.   
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18 – Efeito das concentrações de NaCl na atividade enzimática no actinomiceto 118 da 
Caatinga, em temperatura 65ºC.  
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se considerar a melhor faixa de pH para expressão da lacase a mesma ocorre entre 3 e 5, 
conferindo ao microrganismo um meio ácido, entretanto, essa faixa é influenciada pelo tipo de 
substrato indutor da reação (PALMIERI, 1997), de forma que para o actinomiceto avaliado é 
possível observar sua melhor condição para a atividade enzimática ocorreu quando em pH 7 à 
temperatura de 65 ºC, ou quando em pH 9 à temperatura ambiente, correspondendo a meio 
neutro e básico, resultados também diferentes dos apontados na literatura.  
 Entretanto é necessário se considerar a influência direta no comportamento deste 
microrganismo para a obtenção da sua condição ótima para lacase, uma vez que quando 
submetido apenas a condições de diferentes temperaturas e faixas de pH, o mesmo não 
apresentou o crescimento esperado para a atividade enzimática, diferente de quando submetido 
também a distintas salinidades. Akond et al (2016), definiu as actinobactérias, oriundas de 
produtos de compostagem, como microrganismos capazes de resistir a altas concentrações de 
salinidade, sobrevivendo em meios com até 8 % de NaCl e apresentando crescimento 
enzimático contínuo.   
De acordo com Oliveira et al (2010), a alta produção enzimática de actinomicetos em 
meios salinos corresponde a um processo adaptativo da região a qual estão inseridos, de forma 
que o bioma da Caatinga apesar se apresentar solos rasos com grande escassez de nutrientes 
pode propiciar condições a adaptação dessas bactérias a ambientes de alta salinidade.  Logo, a 
condição ótima do AC118 em meios com 1 e 5 M de Na Cl, indica a adequação ao dados 
encontrados na literatura, indicando grandes chances de crescimento em tais condições.  
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6. CONCLUSÃO 
A partir das análises de atividade enzimática realizadas, foi possível concluir que dentre 
os 8 (oito) isolados de fungos endofíticos selecionados para o trabalho, todos apresentaram de 
alguma forma atividade ligninolítica, seja através da descoloração do meio suplementado com 
substrato guaiacol ou acrescido do corante RBBR, ou através da atividade de lacase, de forma 
que quando comparados com dados da literatura é possível observar que os mesmos apresentam 
maior porcentagem de biodegradação do corante do que quando comparados com 
microrganismos produtores de enzimas ligninolíticas como Pseudomonas sp. e Bacillus sp. de 
acordo com Bandounas et al, 2011.   
Quanto aos actinomicetos é possível concluir que dentre as linhagens selecionadas o 
AC118 apresentou uma expressão significativa da enzima quando comparado aos demais, e 
também aos fungos endofíticos, podendo ser esta capacidade relacionada ao ambiente da 
caatinga, o qual é caracterizado por condições não moderadas ao desenvolvimento da vida, ao 
qual tal microrganismo permanece exposto a diversas condições extremas, de forma que através 
das análises realizadas é possível apontar duas condições ótimas a expressão da lacase por esse 
isolado, sendo em temperatura ambiente, na faixa de pH 9, com salinidade de 5 M de NaCl, e 
em altas temperaturas de 65 ºC, em pH 7, e salinidade em 1 M de NaCl. Apesar do bioma da 
caatinga apresentar elevadas temperaturas, com este trabalho foi possível observar a capacidade 
deste microrganismo sobreviver também a baixas temperaturas, o que o torna ainda mais 
interessante como objeto de estudo.  
Ainda assim, para consolidar o resultado obtido é preciso considerar a necessidade de 
novos estudos, submetendo os isolados selecionados a novos ensaios, frente a diferentes tipos 
e concentrações de substratos, como em DMP- 2,6-dimethoxyphenol, sob um maior período de 
tempo, superior a 8 horas, além de ensaios para analisar a capacidade de produção das enzimas 
Lignina Peroxidases e Manganês Peroxidases, as quais possuem efetiva contribuição no 
processo de digestibilidade da matéria-prima lignocelulósica, sendo constituintes do bagaço da 
cana-de-açúcar obtido após o processo de produção de etanol de primeira geração. Portanto, é 
possível afirmar que os objetivos propostos para este trabalho foram alcançados, uma vez que 
houve a seleção dos potenciais fungos endofíticos e actinomicetos com produção enzimática 
ligninolítica, e também a avaliação quando a produção de lacases por esses microrganismos.  
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